






UNIVERZA V LJUBLJANI 












UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA KEMIJO IN KEMIJSKO TEHNOLOGIJO 
 
MAGISTRSKI ŠTUDIJSKI PROGRAM 2. STOPNJE 
BIOKEMIJA 
 
DOLOČITEV SEKRETORSKEGA STATUSA NA 
PODLAGI PRISOTNOSTI ALELOV SEKRETORSKEGA 
GENA FUT2 IN DOLOČITEV GENOTIPA 
KRVNOSKUPINSKEGA SISTEMA LEWIS (FUT3) IZ 












IZJAVA O AVTORSTVU  
magistrskega dela 
 
Spodaj podpisana Helena Poplašen sem avtorica magistrskega dela z naslovom: 
Določitev sekretorskega statusa na podlagi prisotnosti alelov sekretorskega gena 
FUT2 in določitev genotipa krvnoskupinskega sistema Lewis (FUT3) iz vzorca 
periferne krvi. 
 
S svojim podpisom zagotavljam, da: 
 je magistrsko delo izključno rezultat mojega lastnega raziskovalnega dela pod 
mentorstvom prof. dr. Vladke Čurin Šerbec, univ. dipl. kem.; 
 sem poskrbela, da so dela in mnenja drugih avtorjev, ki jih uporabljam v 
predloženem magistrskem delu, navedena oziroma citirana v skladu z navodili; 
 se zavedam, da je plagiatorstvo, v katerem so tuje misli oziroma ideje 
predstavljene kot moje lastne, kaznivo po zakonu (Zakon o avtorski in sorodnih 
pravicah – uradno prečiščeno besedilo (ZASP-UPB3) (Ur. list RS, št. 16/2007); 
 sem poskrbela za slovnično in oblikovno korektnost magistrskega dela; 












Magistrsko delo je zaključek magistrskega študijskega programa 2. stopnje biokemija. 
Delo je bilo opravljeno na Zavodu Republike Slovenije za transfuzijsko medicino pod 
skrbništvom dr. Tadeje Dovč Drnovšek, univ. dipl. biol. 
Nalogo sem opravila z dovoljenjem Komisije za medicinsko etiko pri Ministrstvu za 
zdravje Republike Slovenije (sklep št. 09/02/98, veljaven z dnem 27.02.1998, nosilka 
prof. dr. Mateja Bohinjec, Zavod RS za transfuzijo krvi). 
Senat UL FKKT je za mentorico imenoval prof. dr. Vladko Čurin Šerbec, univ. dipl. 
kem. 
Recenzenti: [doc. dr. Vera Župunski, univ. dipl. kem., izr. prof. dr. Marko Novinec, 
univ. dipl. biokem.] 
 
 
Komisija za oceno in zagovor magistrskega dela 
 
Predsednica komisije:  doc. dr. Vera Župunski, univ. dipl. kem., Univerza v 
Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo 
 
Član:  izr. prof. dr. Marko Novinec, univ. dipl. biokem., Univerza 
v Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo  
   
 
Članica: prof. dr. Vladka Čurin Šerbec, univ. dipl. kem., Zavod RS 
za transfuzijsko medicino   
 






















Zahvaljujem se mentorici prof. dr. Vladki Čurin Šerbec, univ. dipl. kem., in skrbnici    
dr. Tadeji Dovč Drnovšek, univ. dipl. biol., za vso pomoč in vodenje pri izdelavi 
magistrske naloge. 
Posebna zahvala pa gre mojemu možu in otrokoma, ki so me podpirali in spodbujali na 
celotni poti.   
 
 
Določitev sekretorskega statusa na podlagi prisotnosti alelov sekretorskega gena 
FUT2 in določitev genotipa krvnoskupinskega sistema Lewis (FUT3) iz vzorca 
periferne krvi 
Povzetek 
Gena FUT2 (SE) in FUT3 (LE) nosita zapis za encima fukoziltransferazi, ki sta ključna 
za sintezo antigenov krvnih skupin AB0 in Lewis (Le), gen FUT2 pa hkrati določa 
sekretorski status posameznika. Oba gena sta zelo polimorfna ter etnično specifična. 
Namen naloge je bil določiti prisotnost alelov genov FUT2 in FUT3 v vzorcih genomske 
DNA slovenskih krvodajalcev ter na podlagi tega sklepati na sekretorski status in fenotip 
krvne skupine Le preiskovanca. Z določitvijo sekretorskega statusa z metodo qPCR smo 
želeli zagotoviti novo diagnostično storitev, z določitvijo genotipa krvne skupine Le pa 
izboljšati diagnostiko, predvsem pa omogočiti določitev fenotipa Le, kadar tega ni 
mogoče izvesti s serološkimi metodami. S podatki iz literature smo za pravilno določitev 
sekretorskega statusa izbrali najpogostejšo mutacijo 428G>A v genu FUT2 ter 
optimizirali metodo qPCR. Rezultate smo primerjali z rezultati serološke določitve ter 
rezultati genotipizacije, ki smo jih pridobili iz Transfuzijskega centra Zürich, Schlieren. 
Z izbranim pristopom smo pravilno določili prisotnost alelov Se in se in v 100 % pravilno 
napovedali sekretorski status preiskovancev. Metoda, ki smo jo postavili, je primerna za 
rutinsko določanje sekretorskega statusa. Za določitev prisotnosti alelov FUT3 smo s 
podatki iz literature in pravilnim izborom delov gena FUT3 pripravili ustrezne reakcije 
qPCR za določitev polimorfizmov 59T>G, 202T>C, 314C>T, 508G>A in 1067T>A za 
alel le, ki so najpogosteje prisotni v kavkaški populaciji. Primerjali smo rezultate 
posameznih testov z že znanim fenotipom Le v kontrolni skupini. Ugotovili smo, da smo 
za mutacije 59T>G, 314C>T, 508G>A in 1067T>A uspešno pripravili reakcije qPCR, 
test za določitev mutacije 202T>C pa ni bil dovolj specifičen in dobljeni rezultati niso 
bili skladni z znanim fenotipom Le v kontrolni skupini. Določanje fenotipa Le je zaradi 
različnih kombinacij mutacij zahtevnejše, zato lahko sklenemo, da metoda, ki smo jo 
zasnovali, ni primerna za rutinsko določanje fenotipa Le in jo je treba nadgraditi.  






Determination of secretor status on the basis of presence of alleles of FUT2 secretor 
gene and determination of genotype of Lewis (FUT3) blood group system from 
peripheral blood samples 
ABSTRACT 
FUT2 (SE) and FUT3 (LE) genes encode enzymes fucosyltransferases, which plays a key 
role in the synthesis of ABO and Lewis blood group antigens. FUT2 gene also determines 
the secretor status of an individual. Both genes are highly polymorphic and ethnically 
specific. In our study, we wanted to determine the presence of alleles of genes FUT2 and 
FUT3 in Slovenian blood donors genomic DNA samples and on the basis of the results 
determine their secretor status and Lewis phenotype. By secretor status determination 
using qPCR method, we wanted to provide a new diagnostic test. By Lewis blood group 
genotype determination we wanted to improve diagnostics, mostly when serological 
determination of Lewis blood group is not possible. Based on data from the literature, the 
most common mutation 428G>A in FUT2 gene was selected and the qPCR reaction was 
optimized. The serological and genotyping results results were compared. The genotype 
of two samples from Transfusion center Zürich, Schlieren were compared with our our 
genotyping results as well. The presence of Se and se alleles were predicted correctly and 
the concordance with secretor status was 100%. We conclude that the method is reliable 
for routine secretor status determination. Regarding to data from literature, we selected 
the appropriate FUT3 gene sequences. We optimized qPCR reactions for determination 
of most common SNPs in Caucasian population, 59T>G, 202T>C, 314C>T, 508G>A and 
1067T>A for le allele. The results of each assay with already known Lewis phenotype in 
the control group were compared. The results show that the qPCR reactions to determine 
mutations 59T>G, 314C>T, 508G>A and 1067T>A in FUT3 gene were successfully 
prepared. Assay for determination of 202T>C mutation wasn`t specific enough, and the 
genotyping results were not consistent with the previously known Lewis phenotype in the 
control group. Determination of Lewis phenotype is very complex due to multiple 
mutation combinations, so we conclude that our approach is not appropriate for routine 
Lewis phenotype determination and need to be adjusted and upgraded. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
A   adenin 
Ag    antigen 
AK   aminokislina 
bp   bazni par 
C   citozin 
Cq število ciklov, pri katerih zaznamo porast fluorescence v 
eksponentni fazi reakcije PCR v realnem času (ang. quantification 
cycle) 
DNA   deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
DNaza   deoksiribonukleaza 
dNTP   deoksiribonukleotid trifosfat 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina (ang. ethylenediaminetetraacetic 
acid) 
FRET fluorescenčni resonančni prenos energije (ang. fluorescence 
resonance energy transfer) 
Fuc   fukoza 
FucT   fukoziltransferaza 
G   gvanin 
GA   Golgijev aparat 
Gal   galaktoza 
GalNAc   N-acetil galaktozamin 
gDNA   genomska DNA 
GDP-L-Fuc  gvanozindifosfat-L-fukoza 
 
 
GlcNAc  N-acetil glukozamin 
ISBT Mednarodno združenje za transfuzijo krvi (ang. International 
Society for Blood Transfusion)  
KS    krvna skupina 
Le   Lewis 
Lea   Lewisa 
Leb   Lewisb 
MGB   (ang. minor groove binder) 
NCBI Nacionalni center za biotehnološke informacije (ang. National 
Center for Biotechnology Information) 
NFQ   nefluorescentni dušilec (ang. non-fluorescence quencher) 
NK   nukleinske kisline 
PCR   verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
RNA   ribonukleinska kislina (ang. ribonucleic acid) 
RNaza   ribonukleaza  
SNP polimorfizem posameznega nukleotida (ang. single nucleotide 
polymorphism) 
T   timin 
Taq    Thermus aquaticus 
Th linija fluorescenčnega praga, ki jo določimo na eksponentnem 
delu krivulje (ang. treshold) 
TM   transmembranski 
qPCR kvantitativna verižna reakcija s polimerazo (ang. quantitative 





Krvnoskupinski antigeni (Ag) so proteini, glikoproteini in glikolipidi, ki se nahajajo na 
membrani eritrocitov. Mednarodno združenje za transfuzijo krvi (ISBT, ang. 
International Society of Blood Transfusion) krvnoskupinske antigene razvršča v 38 
krvnoskupinskih sistemov. Krvnoskupinski sistem je definiran kot sistem, v katerem so 
Ag kodirani na posameznem genskem lokusu oziroma na dveh ali več tesno povezanih 
homolognih genih, med katerimi lahko pride do rekombinacij [1]. 
Krvnoskupinski sistem H predstavlja le antigen H. Ag H je glikan, ki vsebuje 
monosaharid fukozo (Fuc). Najdemo ga na glikolipidih in glikoproteinih na membrani 
eritrocitov, kjer se sintetizira pod vplivom specifične fukoziltransferaze (FucT), ki je 
produkt gena FUT1 (imenovan tudi gen H, če z analizo napovemo krvnoskupinske Ag). 
Ljudje s krvno skupino (KS) 0 imajo na membrani eritrocitov le Ag H, pri ljudeh s KS 
A, B in AB pa Ag H služi le kot prekurzor, na katerega se v prisotnosti krvnoskupinsko 
specifičnih transferaz, ki so odgovorne za nastanek Ag A in B, dodajajo specifični 
monosaharidi [1-3]. 
Ag H se nahaja tudi na glikoproteinih epitelijskih celic in v telesnih tekočinah, kjer se 
sintetizira pod vplivom specifične FucT, ki je produkt gena FUT2 (imenovan tudi gen 
SE, če z analizo napovemo krvnoskupinske Ag) [1]. Posameznike, pri katerih se ti Ag 
nahajajo v sekretornih izločkih, imenujemo sekretorji [4]. 
Ag Lewis (Le) je oligosaharid, ki prav tako vsebuje monosaharid Fuc. Na eritrocitni 
membrani se nahaja, ker se njegova glikolipidna oblika veže nanjo iz plazme. V obliki 
glikoproteina pa je prisoten v telesnih izločkih, kot sta slina in mleko [4]. Sintetizira se 
pod vplivom specifične FucT, ki je produkt gena FUT3 (imenovan tudi gen LE). 
Gena FUT2 in FUT3 sta skupaj ključna za sintezo Ag Lewisb (Leb) [3–6]. Porazdelitev 
različnih genotipov FUT2/FUT3 je zelo etnično heterogena. 
Krvnoskupinski Ag po transfuziji krvi in v nosečnosti lahko povzročijo nastanek 
specifičnih aloprotiteles [7], prisotnost nekaterih Ag v sekretornih izločkih pa 
povezujejo tudi z mnogo boleznimi, patološkimi stanji, dovzetnostjo za posamezne 







1.1. Vloga encimov fukoziltransferaz 
 
Fukozilacija predstavlja enega najpomembnejših tipov glikozilacije v človeškem 
organizmu in je uravnavana s skupino encimov, imenovanih fukoziltransferaze (FucT). 
FucT katalizirajo prenos sladkorne enote L-Fuc na različne glikokonjugirane 
receptorske substrate, kot so glikolipidi, glikoproteini ali oligosaharidi z α-1,2-, α-1,3/4- 
ali α1,6- vezavnim mestom. FucT, ki so pomembne pri sintezi krvnoskupinskih Ag, 
kodirajo geni FUT1, FUT2 ter FUT3 [8–10].  
Gen FUT1 kodira α-1,2-fukoziltransferazo, ki pripenja sladkorne enote Fuc na 
glikoproteine tipa 2 preko α1,2-vezi, ter tako formira Ag H na eritrocitih. Gen FUT2 
kodira encim α-1,2-fukoziltransferazo, ki pripenja sladkorne enote Fuc na glikoproteina 
tipa 1 in 2 preko α1,2-vezi, ter tako formira Ag H v sekretorskem tkivu, kot so epitelne 





Slika 1: Biosintetska pot nastanka Ag H. [5]. 
Gen FUT3 kodira α-1,3/4-fukoziltransferazi, ki katalizirata dodajanje sladkorne enote 
Fuc na glikoproteine tipa 1 in 2, ter s tem omogoča sintezo Ag Le v telesnih tekočinah. 
80 odstotkov kavkaške populacije je sekretorjev, ti imajo prisotne Ag A, B, H in Le v 
vseh telesnih tekočinah, z izjemo likvorja. Preostalih 20 odstotkov populacije, pri 




1.2. Krvnoskupinski sistem H, gen FUT2 in sekretorski status 
 
1.2.1. Krvnoskupinski sistem H – ISBT 018 
Krvnoskupinski sistem H ima številko ISBT 018 (tabela 1). Predstavlja ga Ag H [7].  











018 H H FUT1 (imenovan tudi H) 19q13.3 
   FUT2 (imenovan tudi SE) 19q13.3 
 
1.2.2. Gen FUT2 
Gen FUT2 leži na dolgem kraku kromosoma 19 in je tesno povezan z genom FUT1 
[14]. Sestavljen je iz dveh eksonov [13]. Regija, ki zapisuje protein, leži na eksonu 2 
[15]. Gen FUT2 kodira dve izoobliki proteina, ki se med seboj razlikujeta po prisotnosti 
ali odsotnosti 11 aminokislin (AK) na N- koncu, vendar imata obe obliki, ki ju sestavlja 
343 AK oz. 332 AK, katalitično aktivnost. Protein, ki nastane, je FucT, Golgijev 
transmembranski protein, ki je odgovoren za nastanek prekurzorja za Ag H. To je 
membranski protein tipa 2, ki sestoji iz treh domen; N-končne hidrofobne 
citoplazemske domene, hidrofobne transmembranske domene ter C-končne katalitične 
domene, ki sega v lumen Golgijevega aparata (GA) [2, 3, 16]. 
V zbirki alelnih različic genov, ki kodirjo krvnoskupinske antigene (dbRBC/BGMUT 
ang. database of allelic variations of genes encoding antigens of blood group systems), 
pri nacionalnem centru za biotehnološke informacije (NCBI ang. National Center for 
Biotechnology Information), so vpisani vsi aleli genov, ki kodirajo krvnoskupinske 
antigene. Gen FUT2 je zelo polimorfen, saj je bilo do leta 2017 znanih 68 genskih 
variant [17, 18]. Na referenčnem alelu FUT2*01 (imenovan tudi Se) gena FUT2 je 
prisotnih veliko tihih mutacij. Podedovane bodisi homozigotne ali sestavljene 
heterozigotne drugačnosmiselne mutacije v FUT2*01 vodijo do sinteze nefunkcionalne 
2-α-fukoziltransferaze in posledično do nesekretorskega fenotipa [13]. Alele, ki kodirajo 
nefunkcionalne 2-α-fukoziltransferaze, označujemo kot FUT2*01N (imenovan tudi se). 
Alel FUT2*01 (imenovan tudi Se) je v primerjavi z alelom FUT2*01N (imenovan tudi 
se) dominanten. Slika 2 prikazuje protein kodirajoče zaporedje gena FUT2 in mesto kjer 
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je lahko prisotna najpogostejša mutacija v kavkaški populaciji. Po podatkih proteinske 
podatkovne zbirke UniProt so ustrezne proteinske domene organizirane na N-končni 
citoplazemski domeni (C), transmembranski domeni (TM) in C-končni katalitični 
domeni [19]. 
 
Slika 2: Shematski prikaz mesta mutacije 428G>A v genu FUT2 [prirejeno po 19]. 
V tabeli 2 so navedeni nekateri aleli, mesta mutacij glede na referenčni alel FUT2*01, 
ki vodijo do izražanja nefunkcionalne 2-α-fukoziltransferaze, spremembe AK in njihovo 
pojavljanje v različnih populacijah [4]. 
Tabela 2: Aleli in mesta mutacij glede na referenčni alel FUT2*01 v različnih populacijah [prirejeno po 4]. 
Ime alela Nukleotidna 
sprememba 
AK-sprememba Pojavljanje v populaciji 
FUT2*01N.01 244G>A; 385A>T Ala82Thr; 
Ile129Phe 
Mongolci (redko) 
FUT2*01N.02 428G>A Trp143Stop Evropejci, Afričani, Iranci 
(pogosto) 
FUT2*01N.03 569G>A Arg190His Turki (redko) 
FUT2*01N.04 571C>T Arg191Stop Japonci, Filipinci, 
Polinezijci, Tajvanci 
(redko) 
FUT2*01N.05 628C>T Arg210Stop Japonci (redko) 
FUT2*01N.06 658C>T Arg220Stop Kitajci, Tajvanci (redko) 
FUT2*01N.07 664C>T Arg222Cys Novogvinejci (redko) 
FUT2*01N.08 685_686delGT 230fs234 Stop Tajvanci (redko) 
FUT2*01N.09 688_690delGTC Val230del Filipinci (redko) 
FUT2*01N.10 400G>A; 760G>A Val134Ile; 
Asp254Asn 
Novogvinejci (redko) 
FUT2*01N.11 778delC 259fs275Stop Južnoafričani (redko) 
FUT2*01N.12 849G>A Trp283Stop Filipinci, Tajvanci (redko) 
FUT2*01N.13 868G>A Gly290Arg Novogvinejci (redko) 
FUT2*01N.14 950C>T Pro317Leu Mongolci (redko) 
FUT2*0N.01 delecija gena  Bangladeševci (redko) 
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Od vseh mutacij je predvsem v evropski in azijski populaciji mutacija FUT2 428G>A 
na mestu kodona za Trp143, ki ga spremeni v stop kodon [5], v primeru homozigotnosti 
najpogosteje odgovorna za nastanek nefunkcionalne 2-α-fukoziltransferaze in s tem 
nesekretorskega fenotipa [20, 21].  
 
1.2.3. Sekretorski status 
Sekretorski status se torej navezuje na genotip FUT2*01/FUT2*01 (Se/Se) in 
FUT2*01/FUT2*01N (Se/se), nesekretorski pa na genotip FUT2*01N/FUT2*01N 
(se/se). Zaradi lažjega zapisovanja bomo v nadaljevanju za zapis genotipa uporabljali 
krajšo obliko, torej Se/Se, Se/se (za sekretorje) ali se/se (za nesekretorje). 
Ag H je prisoten v telesnih tekočina pri približno 80 odstotkih kavkaške populacije. V 
telesnih tekočinah sekretorjev lahko torej dokažemo prisotnost Ag A, B in H v 
odvisnosti od posameznikove KS. V telesnih tekočinah nesekretorjev ne najdemo Ag H 
in posledično tudi ne Ag A in B. Topne glikoziltransferaze, prisotne v izločkih, so 
posledica sproščanja membransko vezanih encimov s pomočjo endogenih proteaz ali pa 
jim manjka transmembranska domena [3, 5]. 
 
1.2.4. Določitev sekretorskega statusa 
Najpogosteje sekretorski status določamo s serološkimi metodami z inhibicijo 
aglutinacije v vzorcu sline. Prevretemu vzorcu sline dodamo reagenta anti-A, anti-B ali 
anti-H ter nato še eritrocite krvnih skupin A, B in 0. V vzorcih sekretorjev se bo topna 
krvnoskupinska substanca vezala s protitelesi ali lecitinom (anti-H reagent) in 
posledično blokirala aglutinacijo posameznih indikatorskih celic (eritrocitov). Kadar je 
preiskovanec nesekretor, se protitelesa ne morejo vezati na substanco, saj ta v vzorcu ni 
prisotna in pojavi se aglutinacija eritrocitov. V tabeli 3 so prikazani rezultati 








Tabela 3: Rezultati hemaglutininskega inhibicijskega testa [6]. 
 Anti-A + vzorec 
sline + A eritrociti 
Anti-B + vzorec 
sline + B eritrociti 
Anti-H + vzorec 
sline + 0 eritrociti 
Sekretor A - + - 
Sekretor B + - - 
Sekretor AB - - - 
Sekretor 0 + + - 
Nesekretor + - + 
 
Aglutinacijske reakcije v različnih izvedbah (epruvete, mikroplošče, mikro gelske 
kolone itd.) so dolgotrajne in velikokrat nezanesljive, saj na rezultate vpliva sama izbira 
metode, pogoji izvedbe testa ter kakovost protiteles. Iz tega razloga sama serološka 
preiskava ni zadostna za opredelitev strukturne raznolikosti tkivnih in krvnoskupinskih 
ogljikovih hidratov v tkivih in eksokrinih izločkih.  
Zaradi poznavanja različnih mutacij v genu FUT2 in njihovega vpliva na funkcionalnost 
2-α-fukoziltransferaze ter razvoja različnih tipov verižne reakcije s polimerazo (PCR) in 
sekvenciranja, so le-ta zaradi svoje dostopnosti nadomestila serološko določitev 
sekretorskega statusa [16, 22–25].  
 
1.2.5. Povezava sekretorskega statusa s patološkimi stanji 
Različne študije poročajo, da se izražanje antigenov ABH spreminja skozi embrionalni 
razvoj, zorenje celice in v procesu maligne transformacije. FUT1 in FUT2 nadzorujeta 
izražanje fukoziliranih glikanov, ki reagirajo kot potencialni receptorji za patogene in 
nepatogene mikroorganizme. Posledično pripisujejo sekretorskemu statusu pomembno 
vlogo pri dovzetnosti ali odpornosti proti posameznim okužbam ali boleznim, 
pojavnosti malignih obolenj ter vlogo pri transplantaciji organov in transfuziji krvi. 
Imajo tudi pomembno vlogo pri dovzetnosti za okužbe s Helicobacter pylori, HIV-1 in 
malarijo [11, 26–29]. Nesekretorji so dokazano manj dovzetni za okužbe ali celo 
rezistentni na okužbo z norovirusi [11, 19, 30]. Zaradi ekonomsko dostopnih metod se 
na to temo odvija mnogo raziskav potencialnih označevalcev za posamezne bolezni. 
Primeri nekaterih drugih stanj, ki korelirajo s sekretorskim statusom: zaščita 
novorojenčkov preko materinega mleka pred Campilobacter jejuni, Chronova bolezen, 




1.3. Krvnoskupinski sistem Lewis, gen FUT3 in fenotip 
 
1.3.1. Krvnoskupinski sistem Lewis – ISBT 007 
Krvnoskupinski sistem Lewis je leta 1946 prvi opisal Mourant. Njegova številka ISBT 
je 007 (tabela 4). Sestavlja ga šest Ag. Klinično najpomembnejša sta Ag Lea in Leb [7, 
25] . 











007 Lewis LE FUT3 (imenovan tudi LE) 19p13.3 
 
1.3.2. Gen FUT3 
Gen FUT3 leži na dolgem kraku kromosoma 19. Gen FUT3 je zelo polimorfen, saj 
poznamo 52 genskih variant [17, 18]. 
Aktiven encim,  produkt referenčnega gena FUT3 (imenovan tudi Le) je α(1,3/1,4) 
fukoziltransferaza, ki je odgovorna za zadnjo stopnjo biosinteze Ag Le v telesnih 
tekočinah. Encim FucT3 katalizira dodajanje L-Fuc na 1,4- vezavno mesto N-
acetilglukozamina prekurzorske molekule tipa 1 ali pa na α-1,3- vezavno mesto 
prekurzorske molekule tipa 2 [32]. Nastane Ag Lea, ki se adsorbira na membrano 
eritrocita. Razlika med strukturo prekurzorske molekule tipov 1 in 2 je v vezi med 
dvema ogljikoma. Antigeni Le, ki jih najdemo v plazmi, so glikolipidi, medtem ko so 
Ag Le, ki se nahajajo v izločkih, glikoproteini, ki jih eritrociti niso zmožni adsorbirati 
na svojo membrano [33]. 
Genetski pogoj za nastanek fenotipa Le(a-b-) je heterogen, vendar se vedno navezuje na 
eno ali več obratnosmiselnih mutacij v regiji gena FUT3, ki kodira katalitično domeno 
FucT3 [3]. Neaktiven encim, produkt nefunkcionalnega alela gena FUT3 (imenovan 
tudi le), je posledica polimorfizmov posameznih nukleotidov (SNP, ang. single 
nucleotide polymorphism), ki se najpogosteje nahajajo na mestih 59, 202, 314 in 1067 
in so odgovorni za kar 90–95 odstotkov Le-negativnih (Le(a-b-)) fenotipov pri kavkaški 
populaciji [34–36]. Večina teh polimorfizmov inaktivira encim. Do sedaj ni bila 
dokazana nobena nesmiselna mutacija. 
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Na sliki 3 so prikazana mesta najpogostejših mutacij v genu FUT3. Slika prikazuje 
protein kodirajoče zaporedje gena FUT3. Po podatkih UniProt proteinske podatkovne 
zbirke so ustrezne proteinske domene organizirane na N-končni citoplazemski domeni 
(C), transmembranski domeni (TM) in C-končni katalitični domeni [19]. 
 
Slika 3: Shematski prikaz najpogostejših mutacij v genu FUT3 [prirejeno po 19]. 
Zaradi lažjega zapisovanja bomo v nadaljevanju za zapis genotipa uporabljali krajšo 
obliko, torej Le/Le, Le/le ali le/le, ter oznako mesta mutacije za alele le.       
Najpogostejše haplotipske variacije so le59/508, odkrite pri 19 odstotkih afriške in 24 
odstotkih azijske populacije, le202/314 (17 %) in le59/1067 (4 %) pa so prisotni večinoma v 
evropski populaciji [34]. Frekvence haplotipov, ki se pojavljajo pri kavkašcih, so 
prikazane v tabeli 5. Mutacije 202T>C (sprememba Trp68Arg), 508G>A (sprememba 
Gly170Ser) ter 1062T>A (sprememba Ile356Lys) povzročijo skoraj popolno 
inaktivacijo encima [37]. 
Tabela 5: Frekvence alelov FUT3, ki se pojavljajo pri kavkašcih [prirejeno po 60]. 
Ime alela AK-sprememba Frekvenca v % 
Le / 71 
le47/2027314 Cys16Ser, Trp68Arg, Thr105Met 3 
le59/, 508 Thr20Arg, Gly170Ser 2 
le59/ 202/1067 Thr20Arg, Trp68Arg, Ile356Lys 1 
le5/, 1067 Thr20Arg, Ile356Lys 4 
le202/ 314 Trp68Arg, Thr105Met 17 
Preostali le Arg222Cys 1 
Mutacije na mestih 314G>A (sprememba Thr105Met) v povezavi z mutacijo 202T>C 
(sprememba Trp68Ar) ne povzročijo encimske inaktivacije, medtem ko pogosta 
sprememba (Leu20Arg), ki se nahaja v transmembranski domeni in nastane zaradi SNP 
59T>G, v večini primerov le zmanjša encimsko aktivnost. Zamenjava AK se nahaja na 
transmembranski domeni encima in ne spremeni katalitične aktivnosti, vendar vpliva na 
sidranje encima v membrano GA [38-42]. 
Večina populacije s fenotipom Le(a-b-) nima prisotnih Ag ne v krvi ne v izločkih in pri 
njih ni zaznane encimske aktivnosti, medtem ko nekateri posamezniki z enakim 
fenotipom nimajo prisotnih Ag v krvi, vendar pa pri njih lahko le-te zaznamo v izločkih, 
9 
 
skupaj z encimsko aktivnostjo encima FucT3. Takšni primeri so največkrat povezani s 
prisotnostjo nekaterih bolezni ali fizioloških stanj [34]. 
 
1.3.3. Vpliv fukoziltransferaz na fenotip krvnoskupinskega sistema Lewis 
Za nastanek fenotipa Le sta odgovorna tako gen FUT2 kot gen FUT3. Ag Le je prav 
tako posebnost v primerjavi z drugimi krvnoskupinskimi Ag, saj drugače od preostalih 
ni produkt eritroidnih celic. Proizvajajo ga tkivne celice in ga izločajo v telesne 
tekočine. Na membrano eritrocitov se Ag Le adsorbira iz plazme [5, 13, 34]. 
Odvisno od zaporedne aktivnosti FucT2 in FucT3 nastane bodisi Ag Lea ali Leb. Če se 
najprej aktivira gen FUT2, nastane FucT2, ki je po delovanju učinkovitejša od FucT3, 
zato bo nastal le Ag Leb. Če pa aktivacija gena FUT3 prehiti aktivacijo gena FUT2 in 
nastane FucT3, se zaradi steričnih ovir onemogoči vezava sekretorskega encima in 
nastane Lea. Kadar ima posameznik funkcionalno aktiven gen FUT3 in neaktiven gen 
FUT2, prav tako pride do nastanka antigena Lea [13]. Encim FucT2 katalizira tudi 
pretvorbo Ag Lea v Leb. FucT2 dodaja fukozo na oligosaharidni prekurzor kot FucT3, le 
na drugo pozicijo, pri čemer nastane antigen Leb. Pri takšnih posameznikih težko 
zaznamo Ag Lea, ker je FucT2 po aktivnosti učinkovitejši od FucT3, tako se večina 
oligosaharidnega prekurzorja tipa 1 pretvori v Leb. Posameznike z zaznavnim Ag Lea 
zato uvrščamo v nesekretorje, saj nimajo aktivnega encima FucT2. V krvnoskupinskem 
sistemu Le tako ločimo štiri fenotipske različice: Le(a-b-), Le(a+b-), Le(a+b+) ter Le(a-
b+) [3, 6, 13, 43]. Na sliki 4 je grafično prikazan nastanek Ag Lea in Leb [5]. 
 
Slika 4: Grafični prikaz nastanka Ag Lea ter Ag Leb [prirejeno po 5]. 
10 
 
Iz fenotipa Le v določenih primerih sklepamo na sekretorski status posameznika: 
- Le(a+b-): prisoten le pri nesekretorjih zaradi neaktivnosti s FUT2 kodirane 
fukoziltransferaze. V eksokrinih izločkih je prisoten le tip 1 H prekurzor, zato 
nastaja le Lea. Posamezniki s takšnim fenotipom imajo vsaj en funkcionalni alel 
gena FUT3, hkrati pa so homozigoti za neaktiven alel gena FUT2. 
- Le(a-b+): prisoten le pri sekretorjih. Večina tip 1 H prekurzorske molekule je 
preoblikovana v tip 1 H v izločkih s pomočjo FUT2 kodirajoče 
fukoziltransferaze, zato nastaja večinoma Ag Leb in zelo malo Lea. Na membrani 
eritrocitov najdemo le Ag Leb, vendar posamezniki s takšnim fenotipom ne 
proizvajajo protiteles anti-Lea. Nosilci takšnega fenotipa imajo funkcionalna oba 
gena, FUT2 in FUT3.  
- Le(a+b+): prisoten pri sekretorjih s šibko aktivno FucT2, ki jo kodira gen FUT2. 
Manj tip 1 H prekurzorske molekule je preoblikovane v tipa 1 H, zato sta oba, 
Lea in Leb, prisotna v izločkih in na eritrocitni membrani. Takšen fenotip naj bi 
bil posledica mutacije (A385T) v genu FUT2, kar zmanjša učinkovitost 
nastalega encima. 
- Le(a-b-): ne glede na sekretorski status eritrociti ne vsebujejo antigena Le zaradi 
homozigotnosti na mutacijo, ki inaktivira gen FUT3. Posledično ni sinteze 
ustreznih FucT3 in Ag Le. Ti posamezniki lahko v telesne tekočine izločajo le 
Ag A, B in H, če imajo funkcionalen sekretorski gen FUT2. Takšen fenotip ima 
okoli šest odstotkov belcev [5, 13]. 
 
Tabela 6 prikazuje fenotipske in genotipske distribucije za krvnoskupinski sistem Le in 
sekretorski status pri različnih populacijah. Se in Le predstavljata aktivna alela, se in le 
neaktivna alela ter Sew, šibko aktiven alel [4, 5]. 
Tabela 6: Fenotipska in genotipska distribucija za Le in sekretorski status pri različnih populacijah. 
[prirejeno po 4 in 5]. 








Le(a+b-) Le/Le ali 
Le/le 
se/se 22 20 0 




72 55 62 




0 0 27 
Le(a-b-) le/le Katerakoli 
kombinacija 
6 25 11 
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1.3.4. Klinični pomen antigenov Lewis 
Ag Le so le redko razlog za nastanek protiteles po transfuziji krvi neskladnih eritrocitov. 
Prav tako ne povzročajo neskladnosti ploda in matere med nosečnostjo. Po 
transplantaciji ledvic pa so opazili boljše preživetje presadka, če sta bila prejemnik in 
darovalec skladna v krvnoskupinskem sistemu Le [37, 44]. 
Prav tako poročajo o stanjih, pri katerih so opažali korelacijo s prisotnostjo α(1,3)-
fukoziltransferaze, kamor uvrščamo tudi FucT3. 
 gen FUT3 je odgovoren za nastanek fukoziltransferaze, ki je vpletena v sintezo 
sialičnega antigena Lewis. FUT3-fukozilirani glikokonjugati imajo pomembno 
vlogo v tumorski biologiji in pri nastanku metastaz, kot je celična ligacija na 
E- selektine, NK posredovana celična citotoksičnost in apoptoza itd. 
Polimorfizem na mestu promotorja za gen FUT3 (rs2306969) naj bi bil 
povezan z rakom dojke, jajčnikov in želodca [45]. 
 Pojavnost karcinoma želodca in debelega črevesja. V eni od študij [22] poročajo 
o korelaciji med serumskimi vrednostmi Ca19-9 (sLea) in genotipom Le. 
Preiskovanci z genotipom Le/Le so imeli izmerjene najvišje vrednosti 
serumskega Ca19-9, preiskovanci z genotipom Le/le nekoliko nižje vrednosti, 
medtem ko so pri preiskovancih z genotipom le/le vrednosti Ca19-9 skorajda 
nezaznavne, zato je pri slednjih diagnostika in spremljanje poteka bolezni s 
pomočjo Ca 19-9 praktično nemogoča [2, 46]. 
 
1.3.5. Določitev fenotipa krvnoskupinskega sistema Le 
Prisotnost Ag Le pri posamezniku najhitreje določimo s serološkimi metodami, s 
katerimi zaznamo prisotnost Ag na eritrocitih. 
Sinteza Ag Le se začne v prvem tednu življenja novorojenčka in lahko traja šest let, zato 
imajo vsi novorojenčki sprva fenotip Le(a-b-). Serološka določitev je zato do šestega 
leta nemogoča [5, 33]. 
Zaradi poznavanja različnih mutacij v genu FUT3, njihove kompleksnosti, frekvence v 
posameznih populacijah, vpliva na funkcionalnost 2-α-fukoziltransferaze, vpliva 
sekretorskega gena FUT2 na fenotip Le je določitev genotipa in posledično fenotipa 
zapletena in zahteva kompleksen pristop. Vendar je z izborom primernih mutacij, 
ustrezne metode in strategije to izvedljivo in zanesljivo, čeprav je dražje in zamudnejše 
kot serološko testiranje iz periferne krvi.  
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1.4. Določitev prisotnosti alelov Se, se, Le in le z metodo verižne 
reakcije s polimerazo v realnem času 
1.4.1. Verižna reakcija s polimerazo v realnem času  
Verižna reakcija s polimerazo v realnem času (qPCR, ang. quantitative polymerase 
chain reaction) je nadgradnja standardne reakcije PCR, ki jo najpogosteje uporabljamo 
za detekcijo in kvantifikacijo nukleinskih kislin (NK) v vzorcu. Občutljivost qPCR je 
vsaj 100-krat večja v primerjavi s klasičnim PCR.  
Z uporabo specifičnih hidrolizirajočih fluorescirajočih sond lahko z merjenjem porasta 
fluorescence po vsakem ciklu v eksponentni fazi natančno določimo število kopij 
posameznega zaporedja NK. Sonde se specifično vežejo na NK, ki jo pomnožujemo, 
instrument pa med ciklom izmeri intenziteto fluorescence [47, 48].  
Za reakcijo qPCR potrebujemo predhodno izolirano NK (DNA, RNA), ki jo želimo 
pomnoževati, ter termostabilno polimerazo Thermus aquaticus (Taq), ki deluje po 
principu 5`3` eksonukleazni aktivnosti, kot je prikazano na sliki 5. Sama reakcija PCR 
poteka v treh stopnjah: denaturacija izhodiščne nukleinske kisline, prileganje začetnih 
oligonukleotidov ter sinteza novonastale verige. Pri vsakem ciklu PCR se število 
izhodiščnih molekul eksponentno povečuje, dokler reakcija ne doseže platoja [47, 49]. 
Iz količine produkta PCR lahko samo v eksponentni fazi zanesljivo sklepamo o številu kopij 
matrice, ki smo jo imeli v začetnem vzorcu. Kontinuirano spremljanje reakcije in merjenje 
količine produkta PCR, ko je reakcija še v eksponentni fazi, je najpomembnejša prednost 
qPCR pred klasično reakcijo PCR [50]. Z izbiro specifičnih oligonukleotidnih začetnikov, 
ki so navadno dolgi do 20 bp, dosežemo specifično pomnoževanje tarčnega zaporedja 
NK [49].  
 
Slika 5: Delovanje polimeraze Taq [47]. 
Za detekcijo nastalih produktov PCR lahko uporabimo hidrolizirajoče sonde. 
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Sonda je specifičen oligonukleotid, ki ima na 5'- koncu vezano fluorescentno 
reportersko barvilo, katero omogoča ovrednotenje pomnoženega tarčnega zaporedja. 
Sonde, ki so nevezane, oddajajo le neznaten signal fluorescence, saj je na 3'- koncu 
vezan nefluorescenten (NFQ, ang. non-fluorescence quencher) ali fluorescenten dušilec, 
ki onemogoča oddajanje signala nevezane sonde, hkrati pa preprečuje, da bi se sonda 
nespecifično pomnoževala. Sonda je zasnovana tako, da je sekvenca sonde specifična za 
zaporedje na določenem genu in se prilega na mesto med dvema oligonukleotidnima 
začetnikoma, kot prikazuje slika 6. Oblike sond, ki imajo na 3'- koncu vezan NFQ, na 
katerega je vezana molekula MGB (ang. minor groove binder), močno stabilizirajo 
vezavo sonde na DNA. Molekula MGB se veže v mali žleb DNA in s tem omogoča tudi 
boljšo specifičnost same vezave, zato so lahko sonde krajše [51, 52]. Ko se sonda 
prilega na tarčno zaporedje v NK, pod vplivom polimeraze Taq hidrolizira. Barvilo se 
odcepi in lahko prosto fluorescira. Ko dušilec ne absorbira več sproščene svetlobe 
reporterskega barvila, zaznamo porast fluorescence, ki je sorazmerna s količino 
nastajajočega produkta PCR [53]. 
 
Slika 6: Detekcija produktov PCR s hidrolizirajočo sondo [47]. 
 
1.4.2. Določanje alelov z metodo alelne diskriminacije  
Alelna diskriminacija je metoda, ki omogoča razlikovanje zelo podobnih odsekov DNA, 
ki so lahko posledica SNP. Za razlikovanje med alelom divjega tipa in alelom, ki 
vsebuje mutacijo, uporabimo dve alelno specifični hidrolizirajoči sondi in dva začetna 
oligonukleotida. Sondi označimo z različnima barviloma, npr. VIC in FAM. Princip 
metode je grafično prikazan na sliki 7. Po končani reakciji qPCR na grafu dobimo 
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informacijo, ali je preiskovanec homozigot ali heterozigot za določeno mutacijo. 
Fluorescenco reporterskih barvil lahko odčitamo po reakciji qPCR, kot je prikazano na 
sliki 8.  
 




Slika 8: Alelna diskriminacija z metodo qPCR. 
   homozigoti za alel 1  
   homozigoti za alel 2  
   heterozigoti za alel 1 in 2 
   negativna kontrola 
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2. Namen dela in hipoteze 
Namen dela je določiti prisotnost alelov genov FUT2 in FUT3 v vzorcih genomske 
DNA (gDNA), pridobljene iz periferne venske krvi, in na podlagi tega sklepati na 
sekretorski status preiskovancev ter fenotip krvne skupine Lewis. Z določitvijo 
sekretorskega statusa z metodo qPCR želimo zagotovili novo diagnostično storitev. Z 
določitvijo genotipa krvne skupine Le pa želimo izboljšati diagnostiko in hkrati 
omogočiti določitev fenotipa Le pri preiskovancih, kadar tega ni mogoče izvesti s 
serološkimi metodami. 
Hipoteze 
a) S pravilnim izborom delov gena FUT2 in pripravo reakcij qPCR lahko zanesljivo 
napovemo sekretorski status preiskovanca. 
  
b) S pravilnim izborom delov gena FUT3, pripravo reakcij qPCR in s primerjavo 
rezultatov genotipizacije genov FUT2 in FUT3 bomo zanesljivo določili 





3. Eksperimentalni del  
 
3.1. Izbor preiskovancev 
 
3.1.1. Vzorci za razvoj in optimizacijo reakcij qPCR za določitev sekretorskega statusa 
in fenotipa Le na podlagi genotipizacije genov FUT2 in FUT3 
Za razvoj in optimizacijo reakcij qPCR za določitev prisotnosti alelov genov FUT2 in 
FUT3 smo uporabili naslednje vzorce: 
a) Vzorce genomske DNA (gDNA) 18 tipiziranih krvodajalcev, ki so zbrani v 
Registru tipiziranih krvodajalcev na Zavodu RS za transfuzijsko medicino 
(ZTM), štirje od teh so že imeli določen sekretorski status na podlagi 
ugotavljanja prisotnosti substanc A, B in H v slini in fenotip Le iz vzorca 
periferne krvi. Koncentracija gDNA v vzorcih je bila 10 ng/mL. 
b) Dva vzorca gDNA iz Transfuzijskega centra Blutspende Zürich, Schlieren 
(Švica), s poznanim sekretorskim statusom in genotipom za FUT3, za mutacije 
59T>G, 1067T>A 202T>C in 1067T>A. 
c) gDNA heterozigotov za posamezne mutacije na genih FUT2 in FUT3, za katere 
smo pripravili deset redčitev v redčitveni vrsti 1:2. Začetna koncentracija gDNA 
je bila 25 µg/mL. 
 
3.1.2. Vzorci za določitev sekretorskega statusa in fenotipa Le na podlagi 
genotipizacije genov FUT2 in FUT3 in določitve frekvence posameznih mutacij v 
populaciji slovenskih krvodajalcev 
Za ta namen smo uporabili 184 vzorcev gDNA iz Registra tipiziranih krvodajalcev na 
ZTM. Koncentracija gDNA v vzorcih je bila 10 µg/mL 




3.2. Priprava začetnih oligonukleotidov in sond za določanje alelov 
genov FUT2 in FUT3 z metodo qPCR 
 
3.2.1. Določitev alelov Se in se z metodo alelne diskriminacije – izbor začetnih 
oligonukleotidov in sond, optimizacija reakcijske mešanice ter optimizacija 
reakcij qPCR  
Na podlagi znanega nukleotidnega zaporedja, pridobljenega iz podatkovne baze NCBI, 
številka referenčnega gena NG_007511.1, ki predstavlja referenčno nukleotidno 
zaporedje alela FUT2*01 (Se), in podatkov o polimorfizmu za alel FUT2*01N.02 (se428) 
so na ZTM, na odseku za molekularno biologijo, izbrali ustrezno regijo gena za 
pripravo specifičnih začetnih oligonukleotidov in sond za določitev izbranih alelov 
sekretorskega gena FUT2. Podatke so poslali podjetju Applied Biosystems, kjer so s 
posebnim programom izbrali in pripravili mešanico začetnih oligonukleotidov ter sond 
za detekcijo izbranih alelov z metodo alelne diskriminacije. Zaporedja začetnih 
oligonukleotidov in sond so prikazana v tabeli 7. 
 
Tabela 7: Začetna oligonukleotida in sonde v reakciji qPCR  za določitev alelov Se/se 428G>A. 

























Legenda: Z barvilom VIC je označena sonda z zaporedjem za referenčni alel, medtem ko je 





3.2.2. Določitev alelov Le in le z metodo alelne diskriminacije – izbor začetnih 
oligonukleotidov in sond, optimizacija reakcijske mešanice ter optimizacija 
reakcij qPCR  
Na podlagi znanega nukleotidnega zaporedja, pridobljenega iz podatkovne baze NCBI, 
številka referenčnega gena X53578 za FUT3, ki predstavlja referenčno sekvenco alela 
Le, ter podatkov o polimorfizmih le59, le202, le314, le508 ter le1067 so na ZTM, na odseku 
za molekularno biologijo, izbrali ustrezno regijo gena za pripravo specifičnih začetnih 
oligonukleotidov in sond za določitev izbranih alelov sekretorskega gena FUT3. 
Podatke so poslali podjetju Applied Biosystems, kjer so s posebnim programom izbrali 
in pripravili mešanico začetnih oligonukleotidov ter sond za detekcijo izbranih alelov z 
metodo alelne diskriminacije. Zaporedja začetnih oligonukleotidov in sond so prikazana 




Tabela 8: Začetni oligonukleotidi in sonde, v reakciji qPCR za določitev alelov le59, le202, le314, le508 in le1067. 







FUT3_59_F ATGGCGCCGCTGTCT 900  
68 







LE 202T>C FUT3_202_F ACCCGCCCCACCCT 900  













VIC- CACGATGACCGTGTCTG 250 
FUT3_314_M 
(le 314T) 
FAM- ACGATGACCATGTCTG 250 
LE 508G>A FUT3_508_F GCCCTGGACAGATCTTCAATCTC 900 70 







LE 1067T>A FUT3_1067_F AGCAGGAATCCAGGTACCA 900 62 







Legenda: Z barvilom VIC je označena sonda z zaporedjem za referenčni alel, medtem ko je z 




3.3. Priprava reakcijske mešanice za qPCR 
Reakcijsko mešanico za določitev genotipa iz gDNA z metodo alelne diskriminacije smo po 
navodilih proizvajalca pripravili iz: 5μL TaqMan Genotyping Master Mixa (2x), 0,25 μL 
komercialno pripravljene mešanice začetnih oligonukleotidov in sond (assay by design), 2,8 
μL vode in 2 μL gDNA s konc. 10 ng/ μL. Končni volumen reakcij qPCR je bil 10 μL.  
Izbrane odseke smo pomnoževali s standardnim programom z oznako genotipizacija, ki 
ga prikazuje slika 9.  
 
 
Slika 9: Program qPCR za določanje alelov z metodo alelne diskriminacije. 
Specifičnost reakcij smo preverili s testiranjem 18 vzorcev gDNA krvodajalcev iz 
registra tipiziranih krvodajalcev in dveh vzorcev gDNA, ki smo ju pridobili iz 
Transfuzijskega centra Blutspende Zürich, Schlieren. 
Občutljivost reakcij qPCR smo preverili z vzorci, ki smo jih redčili v redčitveni vrsti 
1:2. Pripravili smo deset redčenj z začetno koncentracijo gDNA 25 µg/mL. Za vse 






3.4. Reakcije PCR v realnem času 
Materiali, reagenti ter laboratorijska oprema:  
 aparat za pomnoževanje nukleinskih kislin s qPCR Viia 7 Real-Time PCR 
System (Applied Biosystems, ZDA),  
 namizna centrifuga MiniSpin Plus (Eppendorf, Nemčija),  
 stresalnik LabDancer (IKA, Nemčija),  
 DNA/RNA UV-komora (Biosan, Latvija),  
 reakcijske plošče za PCR s 384 vdolbinicami (Applied Biosystem, ZDA),  
 reakcijske ploščice za PCR s 96 vdolbinicami (Applied Biosystem, ZDA), 
 nosilci za reakcijske plošče (Applied Biosystems, ZDA),  
 optična folija za pokrivanje reakcijske plošče (Applied Biosystems, ZDA),  
 elektronske enokanalne pipete za volumne: 0,5–10 μL, 5–100 μL (Eppendorf, 
Nemčija),  
 elektronska multikanalna pipeta za volumen 0,5–10µL (Eppendorf, Nemčija), 
 nastavki za pipete s filtrom ep.T.I.P.S Dualfilter, brez DNaz in RNaz: 0,1–10 
μL, 0,5–20 μL, 10–100 μL in 50–1000 μL (Eppendorf, Nemčija),  
 centrifuga za mikrotitrske ploščice (Eppendorf, Nemčija),  
 voda brez DNaz in RNaz (Ambion, ZDA),  
 TaqMan® Genotyping Master Mix 2x (Applied Biosystems, ZDA), 
 po naročilu pripravljena komercialna mešanica začetnih oligonukleotidov in 
sond za določanje različnih alelov FUT2 in FUT3 (assay by design, 40x; 
Applied Biosystems, ZDA). 
Reakcijske mešanice za qPCR so bile pripravljene po standardih v komori za delo z 
nukleinskimi kislinami. Reakcije qPCR smo izvajali na napravi Viia 7 Real-time PCR 
System. Pri vseh reakcijah smo uporabili oligonukleotidne začetnike ter MGB-sonde, ki 
imajo na 5`- koncu vezano reportersko barvilo (FAM in VIC) ter na 3`- koncu vezano 
molekulo NFQ (ang. nonfluorescent quencher). Vse reakcije smo izvajali v dvojniku. 




3.5. Analiza rezultatov reakcij PCR v realnem času 
Po končani reakciji qPCR smo rezultate obdelali s programom QuantStudio™ Real-
Time PCR Software v1.3 (Applied Biosystems, ZDA). 
Na grafu pomnoževanja je na abscisni osi prikazano število pomnoževalnih ciklov (Cq, 
ang. quantification cycle). Na ordinatni osi je prikazana vrednost normalizirane 
fluorescence (ΔRn). Cq je cikel, pri katerem zaznamo porast fluorescence v eksponentni 
fazi reakcije qPCR in je obratno sorazmeren začetni količini DNA v reakciji qPCR. 
Bazna linija je določena tako, da čim bolj zmanjšamo šum iz ozadja, ki nastane na 
začetku reakcije qPCR. Th (ang. Treshold) je linija fluorescenčnega praga, ki jo 
določimo na eksponentnem delu krivulje. Predstavlja intenziteto fluorescence, ki je 







4.1. Reakcije qPCR za določitev alelov Le, le in Se, se z metodo alelne 
diskriminacije 
 
4.1.1. Specifičnost reakcij qPCR za določitev alelov Le, le in Se, se  
Za optimizacijo reakcij qPCR smo izbrali 18 vzorcev gDNA iz Registra tipiziranih 
krvodajalcev ZTM, ki so že imeli serološko določen fenotip Le iz vzorca periferne krvi, 
pri štirih od njih pa smo poznali sekretorski status, ki je bil serološko določen iz vzorca 
sline. Dodatno smo uporabili še dva vzorca iz Transfuzijskega centra Blutspende 
Zürich, Schlieren, za katera smo imeli podatke o sekretorskem statusu in genotipu za 
sekretorski gen FUT2 ter fenotipu Le in genotipu za FUT3 na podlagi mutacij 59T>G, 
202T>C in 1067T>A. 
Vzorce smo testirali na posamezne mutacije v genih FUT2 in FUT3. Rezultati 
primerjave fenotipa in genotipa so prikazani v tabeli 9. Iz obeh podatkov smo določili 
specifičnost reakcij. 
S pravilno izbiro vrednosti Th za posamezni alel smo uspešno ločili heterozigote in 











 Tabela 9: Rezultati določanja mutacij v genih FUT2 in FUT3 in primerjava rezultatov s fenotipi. 
 
Legenda: Z zeleno pisavo je označen nemutirani alel (divji tip), z rdečo pa mutirani alel. N.t. 
pomeni, da vzorec ni bil testiran. Z rumeno barvo so označeni genotipi Le/le202 in le202/le202 , ki 
se ne skladajo s serološkim določenim fenotipom Le oz. s prej poznanim genotipom . S temno 
zeleno sta označena kontrolna vzorca iz Švice. S sivo so obarvani genotipi, ki se ne ujemajo s 
serološko določenim fenotipom Le. Modro označeni genotipi so skladni s serološko določitvijo 
sekretorskega statusa in fenotipa Le. Genotip, obarvan rožnato, predstavlja možno ujemanje s 
fenotipom Le. Rdeče so obarvani serološko določeni sekretorski statusi vzorcev iz Registra 
























1067 FUT2 428 
  59T>G 202T>C 314C>T 508G>A 1067T>A Fenotip 
 
Genotip 428G>A 
  59T=Le 202T=Le 314C=Le 508G=Le 1067T=Le   428G=Se 
  59G=le 202C=le 314T=le 508A=le 1067A=le   428A=se 
Vz. 
št. 
Lea Leb             
 
  
79 - - TT CC CC GG TT S Se/se GA 
78 - - TT CC TT GG TT S Se/se GA 
127 - - TG CC CT GA TT S Se/se GA 
27 - - TT CC CC GG TT S Se/se GA 
42 - - TT TT CC GG TT S Se/se GA 
93 - - TT TT n.t. GG TT S Se/se GA 
B-
01072 





- - TG CC/TC n.t. GG TA NS 
se/se 
AA 
15 - + TT TT CC GG TT S Se/se GA 
2 - + TT CC CT GG TT S Se/se GA 
125 - + TT TT CC GG TT S Se/Se GG 
51 - + TT TT CC GG TT S Se/Se GG 
14 - + TG TT CC GG TA S Se/se GA 
5 + - TG TT CC GG TA NS se/se AA 
10 + - TT TT CC GG TT NS se/se AA 
22 + - TT TT CC GG TT NS se/se AA 
41 + - TT TT CC GG TT NS se/se AA 
88 + - TT TT CC GG TT NS se/se AA 
70 - + TG CC CC GG TA S Se/se GA 
74 - + TT CC CT GG TT S Se/se GA 
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Rezultati genotipov (haplotipov) za alele Le/le59, le59/le59, Le/le202, le202/le202 , Le/le1067iz 
kontrolnih vzorcev iz Švice so se razen za mutacijo FUT3 202T>C ujemali z našimi 
rezultati. Reakcija qPCR za FUT3 202T>C ni dovolj specifična, kadar gre za ločevanje 
homozigotov in heterozigotov, zato smo jo izločili iz nadaljnjega testiranja. Prav tako se 
je ta reakcija izkazala za nespecifično pri vsaj še treh od 12 vzorcev (25 %) iz ZTM 
(rumeno obarvani v tabeli 9), ki so bili nosilci Ag Le, saj bi glede na fenotip Le morali 
biti heterozigoti Le/le202. Devet od 20 vzorcev (45 %), ki so bili nosilci mutacije FUT3 
202T>C in smo jih torej določili kot homozigote, smo prav tako izločili iz nadaljnje 
obravnave pravilne napovedi fenotipa Le, saj so imeli na FUT3 več mutacij, ki se lahko 
nahajajo v cis- ali transpoziciji. Razen v enem primeru, ko je bila mutacija FUT3 
202T>C edina mutacija, bi lahko sklepali, da gre za homozigota, kar se je ujemalo tudi s 
fenotipom Le. 
Za dva od 20 vzorcev (10 %) (sivo obarvani v tabeli 9) izbrane mutacije niso bile 
ustrezne za pravilno določitev genotipa in predvidenega fenotipa krvnoskupinskega 
sistema Le, saj bi glede na odsotnost mutacije v FUT3 moral imeti prisoten Ag Le. 
Pri sedmih od 12 vzorcev (58 %) (modro označeni v tabeli 9), pri katerih se je izražal 
Ag Le, so bili določeni genotipi za alele gena FUT2 in FUT3 skladni s serološko 
določitvijo sekretorskega statusa in fenotipom Le. 
Pri dveh vzorcih (obarvana svetlo zeleno v tabeli 9), pri katerih sta bili prisotni dve 
mutaciji na FUT3 (z neupoštevanjem mutacije FUT3 202T>C), bi lahko sklepali, da sta 
mutaciji v cispoziciji, saj se je Ag Le izrazil.  
V tabeli 10 je prikazana primerjava fenotipov, genotipov in specifičnost reakcije za 
določitev sekretorskega statusa z določitvijo mutacije 428G>A na genu FUT2. 
Tabela 10: Primerjava fenotipov, genotipov in specifičnost reakcij za določitev sekretorskega statusa z 
določitvijo mutacije 428G>A na genu FUT2. 
Serologija Genotipizacija 
FUT2 428G>A 
Fenotip Št. vzorcev Genotip Specifičnost [%] 
Sekretor  4 Se/Se ali Se/se 100 
Nesekretor  2 se/se 100 
Genotip sekretorskega statusa se je stoodstotno ujemal s serološko določenim 





4.1.2. Občutljivost reakcij qPCR za določitev genotipa LE in SE  
S pripravo redčitev izbranih kontrolnih vzorcev smo določili občutljivost posameznih 
reakcij qPCR. Pri tem smo uporabili gDNA heterozigotov za posamezno mutacijo in jo 
redčili v redčitveni vrsti 1:2. Pripravili smo 10 redčenj. Začetna količina gDNA v 
reakciji qPCR je bila 50 ng, končna pa 0,049 ng. Zanesljiv signal za oba alela v 





Slika 10: Grafi pomnoževanj desetih redčitev vzorcev heterozigotov za posamezne mutacije. 
Graf pomnoževanja redčenega vzorca 
heterozigota za mutacijo FUT3 59T>G 
Graf pomnoževanja redčenega vzorca 
heterozigota za mutacijo FUT3 314T>C 
Graf pomnoževanja redčenega vzorca 
heterozigota za mutacijo FUT3 508G>A 
Graf pomnoževanja redčenega vzorca 
heterozigota za mutacijo FUT3 1067T>A 
Graf pomnoževanja redčenega vzorca 
heterozigota za mutacijo FUT2 428G>A 
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4.2. Določitev genotipov SE z metodo alelne diskriminacije iz gDNA 
krvodajalcev 
183 vzorcem gDNA iz Registra tipiziranih krvodajalcev ZTM smo s postavljeno 
metodo qPCR določali mutacijo FUT2 428G>A. Vsak vzorec je bil testiran v dvojniku. 
Vrednost Th = 0,15. Slika 11 prikazuje graf pomnoževanja alelov Se in se, slika 12 pa 
graf alelne diskriminacije testiranih vzorcev. 
 
Slika 11: Prikaz pomnoževanja alelov Se in se iz gDNA tipiziranih krvodajalcev. 
 
Slika 12: Analiza alelne porazdelitve alelov Se in se428. 
Legenda: Alel 1 (Se) je obarvan z barvilom VIC in predstavljajo ga rdeče pike na grafu 
(homozigoti za alel 1), alel 2 (se428) je obarvan z barvilom FAM in predstavljajo ga modre pike 
na grafu (homozigoti za alel 2). Zelene pike predstavljajo heterozigote za alel 1 in alel 2 (Se/se428). 
Črna kvadratka prestavljata negativno kontrolo, v našem primeru H2O brez DNaz in RNaz.  
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Na sliki 13 so prikazane frekvence posameznih genotipov za FUT2 428G>A. 
 
Slika 13: Frekvence posameznih genotipov za FUT2 428G>A pri 183 preiskovancih.  
 
4.3. Določitev genotipov LE z metodo alelne diskriminacije iz gDNA 
krvodajalcev 
Pri določanju genotipa LE smo se odločili za testiranje štirih najpogostejših mutacij v 
genu FUT3, ki vplivajo na genotip. Vse vzorce smo testirali v dvojniku.  
4.3.1. Določitev genotipa za FUT3 59T>G 
Testirali smo 184 vzorcev na prisotnost mutacije 59T>G v genu FUT3. Z metodo alelne 
diskriminacije smo uspešno ločili in prikazali posamezne alelne kombinacije alelov Le 












Slika 14: Analiza alelne porazdelitve alelov Le in le59.  
Legenda: Alel 1 (Le) je obarvan z barvilom VIC in predstavljajo ga rdeče pike na grafu 
(homozigoti za alel 1), alel 2 (le59) je obarvan z barvilom FAM in predstavljajo ga modre pike 
na grafu (homozigoti za alel 2). Zelene pike predstavljajo heterozigote za alel 1 in alel 2 
(Lele59). Črna kvadratka predstavljata negativno kontrolo, v našem primeru H2O brez DNaz in 
RNaz. 
 
Na sliki 15 so prikazane frekvence posameznih genotipov za FUT3 59T>G pri 184 
preiskovancih. 
 











4.3.2. Določitev genotipa za FUT3 314C>T 
Testirali smo 171 vzorcev na prisotnost mutacije 314C>T na genu FUT3. Z metodo 
alelne diskriminacije smo uspešno ločili in prikazali posamezne alelne kombinacije 
alelov Le in le, kot je prikazano na sliki 16.  
 
Slika 16: Alelna porazdelitve alelov Le in le314.  
Legenda: Alel 1 (Le) je obarvan z barvilom VIC in predstavljajo ga rdeče pike na grafu 
(homozigoti za alel 1), alel 2 (le314) je obarvan z barvilom FAM in predstavljajo ga modre pike 
na grafu (homozigoti za alel 2). Zelene pike predstavljajo heterozigote za alel 1 in alel 2 
(Lele314). Črna kvadratka predstavljata negativno kontrolo, v našem primeru H2O brez DNaz in 
RNaz. 
 





Slika 17: Frekvence posameznih genotipov FUT3 314C>T pri 171 preiskovancih. 
4.3.3. Določitev genotipa za FUT3 508G>A 
Testirali smo 161 vzorcev na prisotnost mutacije 508G>A na genu FUT3. Z metodo 
alelne diskriminacije smo uspešno ločili in prikazali posamezne alelne kombinacije 
alelov Le in le. Rezultati so prikazni na sliki 18.  
 
Slika 18: Grafični prikaz alelne porazdelitve alelov Le in le508.  
Legenda: Alel 1 (Le) je obarvan z barvilom VIC in predstavljajo ga rdeče pike na grafu 
(homozigoti za alel 1), zelene pike predstavljajo heterozigote za alel 1 in alel 2 (Lele508). 












Slika 19: Frekvence posameznih genotipov FUT3 508G>A pri 161 preiskovancih. 
4.3.4. Določitev genotipa za FUT3 1067T>A 
Testirali smo 179 vzorcev na prisotnost mutacije 1067T>A v genu FUT3. Z metodo 
alelne diskriminacije smo uspešno ločili in prikazali posamezne alelne kombinacije 
alelov Le in le (slika 20). 
 
Slika 20: Grafični prikaz alelne porazdelitve alelov Le in le1067. 
Legenda: Alel 1 (Le) je obarvan z barvilom VIC in predstavljajo ga rdeče pike na grafu 
(homozigoti za alel 1). Zelene pike predstavljajo heterozigote za alel 1 in alel 2 (Lele1067). Črna 









Slika 21 predstavlja grafični prikaz frekvenc posameznih genotipov FUT3 1067 pri 179 
preiskovancih. 
 
Slika 21: Frekvence posameznih genotipov FUT3 1067T>A pri 179 preiskovancih. 
4.4. Primerjalna analiza mutacij v genu FUT3 
Ker se v genu FUT3 pojavljajo večkratne mutacije, ki lahko v kombinaciji vplivajo 
na Le-negativen fenotip, smo naredili analizo pojavljanja različnih mutacij v 
testiranih vzorcih in rezultate združili v tabeli 11. Iz prej navedenih razlogov smo 
izvzeli mutacijo FUT3 202T>C. 
 
Tabela 11: Kombinacija mutacij v genu FUT3 in njihova frekvenca v populaciji slovenskih krvodajalcev. 
Kombinacija mutacij v genu FUT3 
(alel le) 
Število vzorcev s prisotnimi 
mutacijami/število testiranih vzorcev 
(%) 
59, 314 5/171 (2,9 %) 
59, 508 2/161 (1,2 %) 
59, 1067 17/179 (9,5 %) 
59, 314, 508 1/161 (0,6 %) 
59, 314, 1067 4/171 (2,3 %) 
314, 508 1/161 (0,6 %) 
314, 1067 4/171(2,3 %) 
314, 508, 1067 0/161 (0 %) 









5. Razprava  
 
5.1. Specifičnost in občutljivost reakcij qPCR za določanje 
sekretorskega statusa 
Za sekretorski status je odgovoren gen FUT2, ki pa je genetsko heterogen in etnično 
specifičen. V naboru 20 kontrolnih preiskovancev, od tega šest preiskovancev z znanim 
sekretorskim statusom, smo iskali mutacijo na mestu 428G>A, ki je v kavkaški 
populaciji najpogosteje odgovorna za nastanek nesekretorskega alela, se. To je 
nesmiselna mutacija, njena posledica pa je utišanje gena FUT2 [20, 21]. Šest kontrolnih 
preiskovancev je imelo serološko določen sekretorski status v vzorcu sline, med njimi 
sta bila dva vzorca, ki smo ju dobili iz Transfuzijskega centra Zürich, Schlieren, in sta 
imela predhodno določen tudi genotip FUT2. S pravilno načrtovano reakcijo qPCR smo 
pridobili genotipe posameznega vzorca, ki so se stoodstotno ujemali s fenotipsko 
določitvijo sekretorskega statusa. Z redčenjem vzorca DNA heterozigota smo preverili 
občutljivost reakcije. Zanesljive signale za ob alela smo dobili v območju 50–0,049 ng 
gDNA v reakciji qPCR, kar kaže na izredno občutljivost reakcije. 
  
5.2. Določitev sekretorskega statusa s qPCR v vzorcih slovenskih 
krvodajalcev  
Na naslednji stopnji smo s tako pripravljenimi reakcijami testirali še 183 vzorcev iz 
Registra tipiziranih krvodajalcev ZTM, njihov sekretorski status pa ni bil znan. 
Statistična analiza rezultatov je pokazala, da ima 55 odstotkov preiskovancev genotip 
Se/Se, 15 odstotkov genotip se/se in 30 odstotkov genotip Se/se, kar pomeni, da ima 85 
odstotkov preiskovancev pozitiven sekretorski status, 15 odstotkov pa je nesekretorjev. 
Dobljeni rezultati nekoliko odstopajo od podatkov iz literature [43], kjer navajajo, da je 
nesekretorjev med kavkašci okoli 20 odstotkov. Razlika v rezultatih bi bila lahko 
posledica testiranja preiskovancev le na eno mutacijo v genu FUT2. Matzholdova v 
svoji doktorski disertaciji navaja dve novi mutaciji v genu FUT2, in sicer 412G>A ter 
739G>A, drugačno smiselni mutaciji v kodirajoči regiji. Ker so mutaciji opazovali 
vedno v kombinaciji z inaktivirajočo mutacijo 428G>A, niso mogli opredeliti učinka 
posamezne mutacije na ravni gena [16]. Tako tudi mi ne moremo z gotovostjo skleniti, 
da preiskovanci, ki so bili heterozigoti Se/se ali homozigoti se/se, nimajo v genu FUT2 
prisotne katere od zgoraj omenjenih mutacij, ki bi lahko povzročile nastanek 
nesekretorskega fenotipa. Rezultate bi lahko podkrepili tudi z vzporedno primerjavo s 
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fenotipom Le, ki je povezan s sekretorskim statusom, z izjemo pri fenotipu Le(a-b-), ki 
je lahko prisoten pri sekretorjih in nesekretorjih.  
Pravilna določitev sekretorskega statusa je ključnega pomena, saj je sekretorski genotip 
pomemben za samo potrditev sekretorskega statusa, ki pa je pomembna iztočnica za 
nadaljnje študije v povezavi s patološkimi stanji, povezanimi s črevesno mikrobioto, kot 
so dovzetnost za okužbe z norovirusi, Helicobacter pylori, Campilobacter jejuni, ter v 
povezavi z boleznimi, kot so HIV-1, malarija, Chronova bolezen, kronični pankreatitis, 
ter z dovzetnostjo za infekcije pri novorojenčkih [11, 20, 21, 26–31]. 
 
5.3. Specifičnost reakcij qPCR za določanje genotipa 
krvnoskupinskega sistema Lewis 
Za pojavljanje Ag Le je odgovoren gen FUT2, v katerem se nahaja veliko mutacij, ki so 
v svoji homozigotni obliki ali pa v kombinaciji na enem haplotipu odgovorne za Le-
negativen fenotip. Dodatno se v fenotip Le vključuje še produkt gena FUT2, ki določa 
obliko Ag Le (Lea ali Leb). Nefunkcionalni encim gena FUT3,le je posledica 
polimorfizmov posameznih nukleotidov, ki se najpogosteje nahajajo na mestih 59, 202, 
314 in 1067 in so odgovorni za kar 90–95 odstotkov Le-negativnih (Le(a-b-)) fenotipov 
pri kavkaški populaciji [9, 40–41]. Najpogostejše haplotipske različice v evropski 
populaciji so le202/314 (17 %) in le59/1067 (4 %) [34]. 
S pravilnim izborom mutacij in načrtovanimi reakcijami smo določili genotipe 
posameznega vzorca. Z redčenjem vzorca DNA heterozigota smo preverili občutljivost 
reakcije. Zanesljive signale za oba alela smo dobili v območju 50–0,049 ng DNA v 
reakciji qPCR, kar kaže na izredno občutljivost reakcije. 
Genotipizacija kontrolnih vzorcev za mutacijo FUT3 202T>C je bila neuspešna. 
Rezultati genotipizacije kontrolnih vzorcev številka 2, 70 in 74 se niso ujemali s 
serološko določitvijo fenotipa Lewis. Za izključitev napačno določenega fenotipa smo 
pri vzorcu številka 2 ponovili serološko določitev fenotipa Lewis, vendar smo dobili 
identične rezultate. Za vzorec B-01064 smo iz Transfuzijskega centra Zürich, Schlieren, 
dobili podatke, da je heterozigot za mutacijo FUT3 202T>C, mi pa smo določili, da je 
homozigot za mutirani alel. Izbrane sonde torej očitno niso bile primerne za ločevanje 
med heterozigoti in homozigoti za mutirani alel. Sonda za alel Le, FUT3 202T, je bila 
specifična, vendar je imela premajhno afiniteto do komplementarnega zaporedja. Sonda 
za mutiran alel le, FUT3 202C, pa je bila premalo specifična in se je posledično vezala 
na alele divjega tipa, zato smo dobili lažno pozitivne homozigote za mutirani alel in 
lažno negativne heterozigote. Sprva smo poskušali z optimizacijo Th izničiti vpliv 
nespecifično vezane sonde, vendar nismo bili uspešni. Test za določitev mutacije FUT3 
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202T>C bi bilo treba zasnovati drugače, če bi želeli nadaljevati testiranje. Zaradi 
finančnih in časovnih omejitev smo določanje mutacije na mestu 202 opustili. V pomoč 
nam je lahko ugotovitev Matzholdove, ki v svoji doktorski disertaciji navaja, da se 
mutaciji 202C in 314T vedno pojavljata v paru [16]. Zato lahko pri vzorcih, ki imajo 
prisotno mutacijo 314T, sklepamo, da so hkrati vsaj heterozigoti za mutacijo 202C. 
Vzorce, ki smo jih določili kot homozigote za FUT3 202C, smo izločili iz nadaljnje 
obravnave pravilne napovedi fenotipa Le. 
Mutacije v genu FUT3 (59T>G, 314C>T, 508G>A in 1067T>A), ki smo jih določili v 
vzorcih številka 10, 15, 22, 41, 51, 78, 88 in 125, se skladajo s serološko določitvijo 
fenotipa Le in sekretorskim statusom. 
Pri vzorcih številka 27 in 79 brez rezultatov za mutacijo FUT3 202T>C ne moremo 
zagotovo potrditi ujemanja genotipa in fenotipa.  
Vzorci številka B-01064, 5 in 14 so heterozigoti za več mutacij. Ker imamo podatke 
serološke določitve fenotipa Le, lahko sklepamo, da se genotipska določitev ujema s 
predpostavko, da so mutacije v cispoziciji. 
Pri vzorcih številka 42 in 93 nismo določili nobene mutacije, kar ni v skladu s serološko 
določitvijo fenotipa Le. Za dokončno opredelitev bi bilo treba poiskati še kakšno drugo 
mutacijo v genu FUT3 in ponovno serološko določiti fenotip Le. 
 
5.4. Določitev mutacije gena FUT3 s qPCR v vzorcih slovenskih 
krvodajalcev 
 Prisotnost mutacije FUT3 59T>G smo določali pri 184 preiskovancih – 161 
preiskovancev (87,5 %) je bilo homozigotov Le/Le, 22 (12 %) heterozigotov 
Le/le, eden (0,5 %) pa je bil homozigot le/le za alel le.  
 Prisotnost mutacije FUT3 314C>T smo določali pri 171 preiskovancih – 108 
preiskovancev (63 %) je bilo homozigotov Le/Le, 10 (6 %) je bilo homozigotov 
za le/le in 53 (31 %) je bilo heterozigotov Le/le. 
 Prisotnost mutacije FUT3 508G>A smo določali pri 161 preiskovancih – 159 
preiskovancev (99 %) je homozigotov za Le/Le, dva (1 %) pa sta bila 
heterozigota Le/le. 
 Prisotnost mutacije FUT3 1067T>A smo določali pri 179 preiskovancih – 161 





5.5. Rezultati primerjalne analize vzorcev z dvema ali tremi 
mutacijami 
Primerjali smo vzorce, pri katerih smo v genu FUT3 določili več kot eno mutacijo, in 
ugotovili, da je najpogostejša kombinacija mutacije na mestih 59 in 1067. Pri kar 17 od 
179 (9,5 %) vzorcev smo določili obe mutaciji. Od 161 testiranih vzorcev smo našli dva 
(1,2 %) vzorca, v katerih smo hkrati določili mutacijo na mestih 59 in 508, eden (0,6 %) 
pa je imel pridruženo tudi mutacijo na mestu 314. Od 171 testiranih vzorcev smo pri 
štirih (2,3 %) določili hkratno prisotnost mutacij na mestih 59, 314 in 1067. Pri vzorcih, 
ki so imeli prisotno mutacijo na mestu 508, nismo našli pridružene mutacije na mestu 
1067.    
Določanje genotipa Lewis je kompleksen proces, saj za gen FUT3 obstaja več znanih 
mutacij, ki vplivajo na njegovo izražanje. Zaradi omejenih sredstev smo testirali zgolj 
mutacije, ki se najpogosteje pojavljajo med kavkašci, zato lahko o fenotipu Lewis le 
sklepamo. S testi, kot smo jih zastavili, prav tako ne moremo ločiti, ali se določene 
mutacije nahajajo v cis- ali transpoziciji, kar pa je ključno za dokončno potrditev 
fenotipa Lewis. Za neizpodbitno določitev genotipa Lewis je treba zasnovati teste 
reakcije qPCR tako, da s pravilnim izborom začetnih oligonukleotidov in sond 
zajamemo vse mogoče kombinacije mutacij. Za rutinsko določanje pa je zaenkrat 
najhitrejše in najdostopnejše serološko določanje fenotipa Lewis iz vzorca polne krvi, 
odvzete z antikoagulantom EDTA. Določitev genotipa bi bila smotrna, kadar testiramo 
vzorce preiskovancev, ki so v preteklosti prejeli transfuzijo krvi, in v redkih primerih, 








Pred začetkom dela smo si zadali cilj, da s pravilnim izborom delov gena FUT2 in 
pripravo reakcije qPCR pravilno napovemo sekretorski status preiskovanca. V ta namen 
smo: 
 S pomočjo dostopne literature izbrali mutacijo v genu FUT2, ki je najpogosteje 
odgovorna za nastanek nesekretorskega fenotipa med kavkašci. 
 Na podlagi znanega nukelotidnega zaporedja, pridobljenega iz podatkovne baze 
NCBI in podatkov o polimorfizmih 428G>A za alel FUT2*01N.02 (se), izbrali 
ustrezno regijo gena za sekretorski status FUT2 za določitev izbranega alela in 
optimizirali reakcije qPCR za pravilno določitev sekretorskega statusa. 
 Pravilno določili prisotnost alelov Se in se in v vseh primerih pravilno 
napovedali sekretorski status preiskovancev. 
 Določili sekretorski status za 183 vzorcev iz Registra tipiziranih krvodajalcev 
ZTM ter rezultate statistične obdelave primerjali s podatki iz literature. 
Odstopanje od podatkov iz literature je lahko posledica določanja le ene 
mutacije ali pa gre zgolj za odstopanje, ki je posledica nabora preiskovancev.  
Na podlagi zbranih rezultatov ugotavljamo, da lahko z našo metodo pravilno napovemo 
sekretorski status preiskovancev.  
Drugi cilj naloge je bil pravilni izbor dela gena FUT3, priprava ustrezne reakcije qPCR 
ter s primerjavo rezultatov genotipizacije genov FUT2 in FUT3 pravilna določitev 
fenotipa Lewis. V ta namen smo: 
 S pomočjo dostopne literature izbrali mutacije v genu FUT3, ki so najpogosteje 
odgovorne za nastanek genotipa le/le v populaciji Evropejcev. 
 Na podlagi znanega nukleotidnega zaporedja, pridobljenega iz podatkovne baze 
NCBI in podatkov o polimorfizmih 59T>G, 314C>T, 508G>A ter 1067T>A za 
alel le, izbrali ustrezno regijo gena FUT3 za določitev izbranih alelov.  
 Optimizirali reakcije qPCR za pravilno določitev izbranih alelov. 
 Ovrednotili rezultate posameznih testov in jih primerjali z že znanim fenotipom 
Lewis v kontrolni skupini. 
 Ugotovili, da smo za mutacije 59T>G, 314C>T, 508G>A ter 1067T>A uspešno 
pripravili reakcije qPCR. Test za določitev mutacije 202T>C ni bil dovolj 
specifičen in dobljeni rezultati niso bili skladni z znanim fenotipom v kontrolni 
skupini preiskovancev. V prihodnje bo treba izbrati ustreznejše zaporedje sonde 
ali oligonukelotidnih začetnikov, ki bi omogočilo boljšo specifičnost testa.  
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 Testirali večje število vzorcev za posamezne mutacije v genu FUT3 in pripravili 
statistično analizo porazdelitve posameznih alelov. 
Pripravili smo statistično analizo kombinacij posameznih mutacij znotraj gena FUT3, 
pri kateri smo ugotovili, da se v naši populaciji najpogosteje (9,5 %) pojavlja 
kombinacija mutacije na mestu 59 in 1067. Na podlagi zbranih rezultatov lahko 
sklenemo, da s pripravljenimi testi ne moremo vedno pravilno določiti fenotipa Le. Zato 
bi bilo najprej treba optimizirati test za določanje mutacije na mestu 202, ki je precej 
pogosta in ima vpliv na genotip. V nadaljevanju bi bilo treba v testiranje vključiti še 
preostale mutacije, ki se lahko pojavljajo v genu FUT3 in so prisotne med kavkašci. Vse 
reakcije qPCR bi morali zasnovati tako, da z izbranimi oligonukleotidnimi začetniki in 
sondami razlikujemo med cis- in transaleli ali pa bi uporabili metodo sekvenciranja in z 
njo določili sekvenco gena. 
Metoda, ki smo jo zasnovali v okviru naloge, torej še ni primerna za rutinsko določanje 
fenotipa Le.  
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